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論　　文　　の　　要　　旨
　本論文は、σ捌αgo属菌によるヒドロキシパラコソ酸とイタ酒石酸の蓄積、代謝経路及び多量生産
と回収プロセスに関する研究をまとめたものである。
　著者は、菌類による新規代謝産物の生産性について検索している過程で、黒穂菌類のび8捌αgo属菌
が有機酸類を多量に生産しうる事実を見出した。これらの菌については、従来、発酵生産学的にも生
化学的にもほとんど検討されていなかったので、種々のσ棚αgo属菌及び類縁菌を用い、有機酸生成
能と生産される有機酸について研究を進めた。
　まず、び3〃αgo属所属のユ7種54菌株及びτo肋o功o伽㎜属菌株4株について、グノレコースを炭素源
とし中和剤の炭酸カルシウムの存在下の振盤培養して得た培養物をPPC，HPLCなどによって調べ
た。その結果、有機酸としてイタコソ酸（IT）、リソゴ酸、コハク酸、！一イタ酒石酸（夏TT）及びそ
のラクトソ型の！一ヒドロキシパラコソ酸（HP）が生産されていることが見出された。HPと玉TTと
のRPLCによる分別定量は、通常の温度より低い30てで展開することで可能となった。なお、エリス
リトールとマソニトールを併産しうる菌種も認められた。
　生産有機酸によって、調べた菌種群をイタコソ酸生産性菌種群と非生産性菌種群に分げると、HP
とITTの混合物を生産し得た3菌種はすべて前者に所属していた。イタコソ酸非生産性菌種群のうち
の主要な生成有機酸はリソゴ酸で、少量のコハク酸が併産され、σ捌αgo属の8種21菌株と
τo1〃o功o肋閉属逐菌株とが所属していた。HPとITTとの混合物は必ず互丁とともに生産されている
ととが認められた。
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　生産されたHPと玉TTの理化学的諸性質を検討してそれぞれを同定した。さらに両老の相互変換と
平衡の動力学を調べ、また、これらの反応が細胞内で酵素的に進行しているかどうか確認するため、
トルエソ処理細胞を反応系へ添加した場合の変換速度を測定した。HPとITTのと問の相互変換反応
は一次の可逆反応で、各種の温度におげる平衡定数を測定しえたが、30℃では両者はほぼ等モルで平
衡に達した。しかし、細胞内pHに相当する中性条件下では、平衡は著しくITTにかたよっていた。
HPからITTへの変換速度は、トルエソ処理細胞の反応系への添加により著しく増加し、細胞中でこ
の反応に酵素が関与することが確認された。
　σ捌αg06〃o∂o肋3K320株による培養経過では、HPが最も多量に生産され、その他に、培養中期
まではIT，ITT、エリスリトールが同時に併産され増加していった。グルコースが消費つくされると
1Tとエリスリトールとが消費されて、HP特にITTが増加した。これらの結果を、上述の動力学の結
果と共に考察すると、下記のクエソ酸回路の側路としての代謝経路の存在が想定された：グルコース
→→クエソ酸→シスーアコニット酸→IT→→HP→互TT。
　次に、発酵によるHP、工TTの製造法を開発する目的で、菌株の選定、培養条件、生産物の回収法に
ついて検討した。各種菌株の有機酸生産能の検索実験では、炭酸カルシウムを中和剤として過剰に添
加して培養していた。しかし、中和剤を添加すると培養物からの生成有機酸の回収が煩雑となるので、
中和剤を添加せずに培養試験を行った。窒素源に硝酸ソーダや尿素を用いた場合、菌種によっては有
機酸類を多量に生産しうることを見出した。中和剤無添加培地でのHP生産性優良株としてσ．
ε〃o6o棚3K320株を選定した。
　生産には35℃が適していたが、有機酸の生成量は著しく低く、酸生成には25℃が適していた。酸素
供給量は多いほどよく、しかも、培養初期には、短時問、たとえぼ5分間の振濠の停止が以後の有機
酸生成を著しく低下させた。酵母エキス0，05～0．1％の添加により有機酸生成が促進されたが、生育
にはビタミソ類を要求しなかった。
　5ppmのFeSO。・m．Oと0．5ppmのZnSOぺ7H．Oとを培地に添加すると酵母エキスと同等の好成
績がえられた。
　生産物の回収を考慮して、培地中の塩濃度の最少化を検討した。その結果、KH．PO．0．02～
0．05％、MgSOぺ7H．O　O．01～0．02％と必要濃度を選定した。また、窒素源として硝酸ソーダを用い
ると、培養後にNaイオソが残るという問題があったが、代わりにO．1％尿素を用いることにより、こ
の問題は克服できた。
　選定された組成の培地を用いて、5！容ジャーファーメソターで培養試験を行った。12日問培養後、
残糖、IT、エリスリトールは完全に消費され、目的の艀とITTの含量はろ液中に含有される有機物
の総量の約91％に達した。このろ液2．5！分を減圧濃縮し、シラップ状とした後、70℃で約6時問減圧
下に加熱することによりIT↑をHPに全てラクトソ化した。固化した残留物を粉砕後、少量の酢酸エ
チルに溶解させ、不溶物を除去、溶媒留去後に結晶性の残留物として純度96％のHPが122g得られ
た。このようにして、HPとして約90％のモル収率で簡便に回収しえた。
　ついで、ITTのソーダ塩を上記のHP標品から調製するため、標品に計算量の5NNaOH溶液を加
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え、約10分問沸騰湯浴上で加熟してHPをケソ化した後、濃縮乾固して残留物を粉砕しITTをソーダ
塩として容易に調製しえた。
審　　査　　の　　要　　旨
　従来、黒穂菌について、発酵生産学的あるいは生化学的観点からの研究はほとんどなかった。本研
究では、黒穂菌類のσ捌αgo属菌が有機酸類を多量に生産する事実を見出し、それらの有機酸がイタ
コソ酸（IT）、リソゴ酸、コハク酸、！一イタ酒石酸（ITT）およびそのラクトソ型の！一ヒドロキシ
パラコソ酸（HP）であると同定した。生成有機酸によって、調べた菌種群を、イタコソ酸生産性菌種
群と非生産性菌種群に整理できることを明らかにした。ITTと蘭Pの生産については、これまでに若
干の報告があるが、生産量は低く、回収分別法は著しく煩雑であり、多量かつ簡便に製造しうるとは
考えられていなかった。そこで、これらの有機酸の生産に関し、代謝化学的及び生産学的観点から研
究が進められた。HPと互TTの理化学的諸性質、特に両者の間の相互変換と平衡の動力学やトルエソ
処理細胞を用いた反応の解析、さらに培養経過に基づく生成有機酸の消費などから、クエソ酸回路の
側路としての代謝経路の存在を提示した。
　ついで、生産学的観点から、発酵法によりHPとITTを多量に調製することを目的とし、最適培養
条件及び回収法を詳細に検討し、実際に簡便に光学活性のHP，ITTのソーダ塩を調製することに成
功した。その結果、これらの有機酸が化学工業の新素材となりうる可能性を初めて提示しえた。
　以上、本研究は基礎、応用の両面から十分に評価される。
　よって、著者は農学博士の学位を受げるに十分な資格を有するものと認める。
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